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 RESUMO 
 
Esponjas são um importante componente de ecossistemas bentônicos marinhos. 
Apresentam interações complexas com uma diversa e abundante comunidade de 
microrganismos, que vêm sendo alvo de muitas investigações devido a sua 
importância ecológica e biotecnológica. Os estudos relacionados à diversidade 
microbiana associada a esponjas têm se focado em técnicas independentes de 
cultura, avaliando a representatividade dos organismos presentes de forma 
quantitativa, a partir da amplificação e sequenciamento de DNA direto do tecido 
do animal. Este tipo de abordagem, embora importante, dificulta a exploração do 
potencial metabólico dos microrganismos, que entre muitas outras funções, vêm 
sendo apontados como importantes fontes de metabólitos secundários 
farmacologicamente ativos. Com o intuito de promover uma análise qualitativa, 
a diversidade bacteriana cultivável associada à esponja marinha Hymeniacidon 
perleve, coletada nas imediações do ancoradouro de Langstone, em Portsmouth, 
na Inglaterra, foi isolada através de técnicas tradicionais de cultura, e identificada 
pela análise molecular da subunidade 16S do RNA ribossômico. A diversidade 
da comunidade foi investigada filogeneticamente em relação a outros isolados e 
organismos provenientes de esponjas, através da comparação das sequências 
referentes aos isolados obtidos com sequências similares disponíveis em bancos 
de dados públicos. Um total de trinta microrganismos foram obtidos a partir de 
sete diferentes meios de cultura, distribuindo-se em nove filos, doze classes, 
dezessete ordens, catorze famílias, catorze gêneros e dez clados de classificação 
incerta. O filo Proteobacteria foi o mais numeroso entre os isolados, com quinze 
microrganismos reconhecidos como pertencentes ao táxon, apresentando também 
a maior diversidade de classes, ordens e famílias, seguido de Actinobacteria, com 
sete isolados. O filo Chloroflexi apresentou dois isolados pertencentes a uma 
única classe, e os demais filos foram representados por apenas um isolado cada. 
Aspectos taxonômicos, funcionais, metabólicos e biotecnológicos de cada um dos 
microrganismos presentes são discutidos com base na literatura publicada, de 
modo a identificar importantes características a serem investigadas em pesquisas 
futuras. Compondo a diversidade obtida encontram-se organismos com potencial 
para a produção de substâncias de interesse farmacológico, representantes de 
táxons propostos que ainda não foram validados devido a falta de indivíduos 
cultivados, espécies esponja-específicas e microrganismos que apresentam vias 
metabólicas de importância funcional não apenas para a esponja, mas para 
diversos processos ecológicos no ambientes marinho. Essa grande diversidade de 
filos e repertórios de atividades indicou a Hymeniacidon perleve como um 
importante modelo para estudos relacionados à caracterização de comunidades 
microbianas associadas ao filo Porifera.  
 
Palavras-chave: Porifera. Microbiota. Taxonomia bacteriana. RNA ribossômico 
16S.  
 
  
 
  
 ABSTRACT 
 
Sponges are important elements in benthic marine ecosystems. They present 
complex interactions with diverse and abundant microbial communities, which 
have been investigated due to its ecological and biotechnological relevance. 
Studies related to sponge-associated microorganisms have been focused on 
culture independent techniques, assessing the representativeness of the present 
organisms in a quantitative way, through amplification and sequencing straight 
from animal tissue. However important, this kind of approach difficults the 
exploration of the metabolic potential of microorganisms, which among many 
other functions, have been pointed as important sources of pharmacologically 
active secondary metabolites. With the aim of promoting a qualitative analysis on 
the topic, the bacterial diversity associated with the marine sponge Hymeniacidon 
perleve, collected from Langstone Harbour, in Portsmouth, England, was isolated 
using traditional culturing techniques, and identified through molecular analysis 
of the 16S small subunit of ribosomal RNA. The community structure was 
analysed phylogenetically regarding other isolates and organisms retrieved from 
sponges, through comparison of the obtained samples with similar sequences 
available in public databases. A sum of thirty microorganisms were retrieved 
from seven different culture media, and have been assigned to nine phyla, twelve 
classes, seventeen orders, fourteen families, fourteen genera and ten clades of 
incetain classification. The phylum Proteobacteria were the most numerous 
between the isolates, with fifteen microorganisms assigned to the taxon, and have 
shown the greatest diversity of classes, orders and families, followed by 
Actinobacteria, with seven isolates. The phylum Chloroflexi presented two 
isolates belonging to one single class, and the other phyla were represented by 
one isolate each. Taxonomic, functional, metabolic and biotechnological aspects 
of each strain are discussed based on published literature, in order to identify 
important features to be investigated in further research. The diversity included 
potencially producers of pharmacological interesting compounds, organisms 
belonging to proposed taxa that have not yet been validated due to the lack of 
cultivated representatives, sponge-specific species and microorganisms 
presenting interesting metabolic pathways, both for the sponge itself and for 
several ecological processes in marine habitats. This huge diversity of phyla and 
activity repertoires indicated Hymeniacidon perleve as an important model for 
studies on the characterization of microbial communities associated with the 
phylum Porifera.  
 
Keywords: Porifera. Microbiota. Bacterial taxonomy. 16S ribosomal RNA. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
Esponjas são os mais antigos metazoários ainda presentes no planeta 
(VAN SOEST et al., 2012), e apesar de possuírem uma morfologia bastante 
simples, seu sucesso evolutivo é notável. As mais de oito mil espécies descritas 
distribuem-se ao longo de todas as latitudes, em diversas profundidades, e 
representam importantes elementos de comunidades bentônicas marinhas. Suas 
contribuições para os processos ecológicos nestes habitats incluem papéis 
estruturais, como consolidação, estabilização e regeneração do substrato em 
ambientes recifais, fornecimento de micro-habitats e camuflagem para outros 
organismos, e funções de natureza química e biológica, como ciclagem de 
carbono, fixação de nitrogênio, participação em outros ciclos biogeoquímicos e 
facilitação da produção primária (BELL, 2008). 
A Hymeniacidon perleve Montagu, 1814 (Classe Demospongiae, 
Ordem Halichondridae) é uma das espécies mais abundantes da costa britânica. 
Sua presença característica nas zonas de meso-litoral, áreas extremamente 
suscetíveis à influência direta da variação de marés, e seu sucesso de 
estabelecimento, mesmo em águas impactadas por forte ação antropogênica, 
tornam sua microbiota associada um interessante objeto de estudo. É comum que 
espécies residentes das zonas entremarés desenvolvam uma vasta gama de 
adaptações para contornar as fortes pressões exercidas por estes habitats, tais 
como competição por espaço, nutrientes e luz, amplas variações de umidade e 
temperatura e suscetibilidade à predação, e é de conhecimento geral a importância 
de relações simbióticas, sobretudo as que involvem microrganismos, nestes 
ambientes. Poríferos possuem a maior diversidade de bactérias associadas em 
comparação com qualquer outro invertebrado marinho (WEBSTER et al., 2010), 
e essas associações são frequentemente citadas como uma das razões para o 
sucesso evolutivo destes animais. Microrganismos vêm sendo amplamente 
apontados como responsáveis por diversas funções exercidas pelas esponjas, tais 
como nutrição, metabolismo de produtos residuais, ciclagem de carbono, 
nitrogênio e outras biomoléculas, resistência a stress ambiental e defesa química, 
através da produção de metabólitos secundários (FAN et al., 2012). 
Apesar de constintuírem um sistema de grande valor para investigação 
das relações hospedeiro-simbionte, o estudo das comunidades microbianas 
associadas ao filo Porifera ainda é bastante inconspícuo quando comparado a 
outros grupos de função ecológica correlata, tais como corais formadores de 
recifes (BECERRO, 2008). Devido à complexidade e especificidade destas 
relações, é bastante provável que mudanças na composição destas comunidades 
afetem diretamente a saúde e o funcionamento da esponja, sua resiliência a 
predação e patogenicidade e, consequentemente, seu papel ecológico em 
ecossistemas bentônicos (WEBSTER; BLACKALL, 2009), o que torna a 
caracterização de sua microbiota uma importante ferramenta para avaliação, 
projeção e prevenção de danos aos ecossistemas marinhos.  
A biomassa referente aos microrganismos associados a esponjas pode 
chegar a 40% do volume total do animal (WEBSTER; TAYLOR, 2012).  No  
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entanto, a fração de microrganismos cultiváveis representa menos de 1% de todas 
as espécies procariontes presentes em amostras de diversidade para qualquer 
ambiente (RASTOGI; SANI, 2011), e pode ser ainda menor (entre 0.001 e 0.1%) 
para ambientes marinhos (COWAN, 2000), ou seja, a vasta maioria das espécies 
bacterianas, apesar de ativas e funcionais em seus ambientes naturais, não são 
capazes de se desenvolver sob condições artificiais em laboratório, constituindo 
a parcela conhecida como viável mas não cultivável. Em consequência disso, a 
enorme diversidade de microrganismos reportada para esponjas é 
majoritariamente estudada por técnicas independentes de cultura, que promovem 
o levantamento das comunidades a partir de amostras ambientais, havendo 
poucos registros de organismos cultivados. Ainda assim, os métodos baseados 
em cultura apresentam uma importante ferramenta, sobretuto quando objetiva-se 
a exploração do potencial biotecnológico de microrganismos, por permitir a 
identificação de características fisiológicas e manutenção destes para produção e 
extração de compostos de interesse. Muitas das substâncias de biodefesa 
produzidas por microrganismos associados a esponjas apresentam atividades 
farmacológicas de interesse, de modo que o foco na comunidade bacteriana 
cultivável é um importante passo para pesquisas nesse âmbito. 
Independente do uso de técnicas tradicionais de cultivo para o 
isolamento de microrganismos, ainda se faz necessária a utilização de técnicas 
moleculares para a identificação taxonômica destes, uma vez que aspectos 
morfológicos e fisiológicos das culturas são frequentemente insuficientes e/ou 
não confiáveis para obtenção de uma classificação satisfatória (por serem 
extremamente variáveis em função das características do meio utilizado e de 
fatores bióticos e abióticos durante o desenvolvimento da colônia). O gene 
codificante para o RNA ribossômico 16S (RNAr 16S), componente da 
subunidade 30S de ribossomos procarióticos, têm sido a sequência mais 
comumente utilizada para análises taxonômicas e filogenéticas de procariotos, 
devido a características como: 1) universalidade de distribuição e elevado grau 
de conservação entre diferentes grupos; 2) significativa variabilidade em 
diferentes regiões da molécula; 3) facilidade de sequenciamento, devido ao seu 
pequeno tamanho (em torno de 1500 pares de base) e 4) ampla disponibilidade 
de sequências para comparação, de forma acessível e gratuita, em bases de dados 
públicas como o GenBank.  
Assim sendo, torna-se evidente que técnicas tradicionais e moleculares 
são complementares, e não excludentes, já que fornecem informações distintas 
sobre a comunidade a ser estudada e são utilizadas com objetivos diferentes. O 
presente estudo utilizou  ambas as ferramentas para caracterizar a diversidade 
microbiana cultivável associada à esponja marinha Hymeniacidon perleve, com 
o objetivo de reunir o maior número de informações possível a respeito desse 
importante componente biológico para a ecologia da esponja. 
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1.1 OBJETIVOS 
 
1.1.1       Objetivo Geral 
 
Isolar, identificar e descrever a comunidade microbiana cultivável            
associada à esponja marinha Hymeniacidon perleve. 
 
1.1.2 Objetivos Específicos 
 
 Isolar, através de diferentes meios de cultura, microrganismos para 
posterior manutenção e uso; 
 
 Identificar taxonomicamente os organismos isolados através da análise 
da sequência codificante para o RNAr 16S; 
 
 Analisar filogeneticamente a diversidade da comunidade em relação a 
sequências similares disponíveis nos bancos de dados públicos. 
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2 CONTEXTUALIZAÇÃO 
 
2.1  CLASSIFICAÇÃO BACTERIANA 
  
 A classificação bacteriana representa um desafio no campo da 
Sistemática por esbarrar em pilares fundamentais da Taxonomia. O processo de 
categorização taxonômica baseia-se no conceito-chave de espécie, a partir do qual 
os organismos podem ser agrupados em uma série de subdivisões que seguem 
uma hierarquia. Essa estrutura foi definida por Carl von Linné em sua obra 
Systema Naturae em 1735, tendo fundamentado as bases da classificação 
biológica a partir de estudos com plantas e animais. O  conceito clássico de 
espécie biológica utilizado por botânicos e zoólogos, porém, não é conveniente 
para organismos procarióticos, por basear-se na capacidade de intercruzamento 
entre os indivíduos. A reprodução bacteriana não está diretamente ligada ao 
processo sexuado típico de eucariotos, sendo infrequente e não necessariamente 
espécie-específica. Entretanto, não há um conceito universal para espécies 
procarióticas. Diferentes definições são utilizadas dependendo da abordagem 
segundo a qual um microrganismo é estudado, podendo ser delimitadas, por 
exemplo, por características morfológicas (espécies taxonômicas) ou diferenças 
entre sequências de DNA (espécies genômicas) (ROSSELLO-MORA; AMANN, 
2001).  
 A taxonomia de microrganismos é um exemplo muito representativo de 
uma área que sofreu modificações drásticas a medida que novas técnicas foram 
se tornando disponíveis. A princípio, a maioria dos cientistas envolvidos nesse 
campo tinha interesse em identificar apenas bactérias causadoras de doenças para 
humanos (grande parte das espécies patogênicas conhecidas atualmente foi 
descrita entre 1880 e 1900), e nessa época, a morfologia da colônia, 
particularidades de crescimento e patogenicidade eram os principais caracteres 
taxonômicos utilizados (SCHLEIFER, 2009). No início do século XX diversas 
descobertas no campo da Bioquímica permitiram a incorporação de dados 
fisiológicos e bioquímicos às análises, como o uso de rotas metabólicas, a 
presença de enzimas e outros componentes celulares (sendo a estrutura da parede 
celular um dos exemplos mais significativos, permitindo o desenvolvimento do 
método de coloração de Gram). Até hoje muitos esquemas de identificação ainda 
se utilizam dessas características, sendo extremamente úteis para diagnósticos 
diferenciais. A descoberta da estrutura do DNA em 1953 impulsionou a 
elucidação dos mecanismos de replicação do material genético, fornecendo as 
bases para o desenvolvimento da Biologia Molecular, que representaria a maior 
revolução no campo da Taxonomia de microrganismos até então experienciada. 
Em 1975, Carl Woese descreveu a existência de domínios conservados na 
estrutura dos genes que codificam para o RNA ribossômico 16S (RNAr 16S, 
componente da subunidade 30S de cromossomos procarióticos) (WOESE et al., 
1975), e primeiramente propôs o uso dessa molécula como marcador filogenético, 
descoberta que, dois anos depois, culminaria na polêmica proposta da existência 
de três grandes domínios para a classificação biológica. No sistema proposto por 
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Woese, atualmente muito bem consolidado, o grupo Archaebacteria 
(ateriormente posicionado como uma divisão no reino Bacteria) foi 
primeiramente classificado como um reino à parte (WOESE; FOX, 1977). 
 Desde então, as sequências para o RNAr 16S têm sido os marcadores 
genéticos mais amplamente utilizados para identificação de microrganismos. 
Estão presentes em todas as bactérias, frequentemente como famílias de genes, e 
sua estrutura e função é extremamente conservada entre diferentes grupos 
taxonômicos, o que indica que pequenas modificações nessas sequências são um 
indicativo bastante confiável para medição de distâncias evolutivas. Essas 
modificações, no entanto, não são capazes de proporcionar uma boa resolução 
para o nível de espécie, sendo as técnicas de hibridização DNA-DNA o padrão 
para proposição de novas espécies e reclassificação de microrganismos com 
propriedades ambíguas (JANDA; ABBOTT, 2007). Ainda assim, o fato de ser 
uma molécula bastante pequena (em torno de 1500 pares de bases) e, 
consequentemente, os custos de seu sequenciamento serem considervelmente 
mais baixos do que os de genomas completos, faz com que as análises 
comparativas entre sequências de RNAr 16S sejam largamente utilizadas para 
reconstrução de relações filogenéticas entre procariotos (YARZA et al., 2008). 
Além disso, o seu uso proporcionou, pela primeira vez, análises mais detalhadas 
da diversidade de comunidades complexas, sem depender dos meios de cultura 
tradicionais. Há muito se debatia sobre a discrepância entre os números de 
contagem direta de células e de espécies cultiváveis de bactérias recuperadas de 
amostras ambientais, indicando que apenas uma parcela muito pequena de todos 
os organismos presentes era capaz de se desenvolver sob condições artificiais 
(AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995). As técnicas atuais permitem que o 
material genético seja recuperado diretamente do ambiente e que sequências de 
interesse sejam amplificadas para análise sem a necessidade de cultivar o 
microrganismo. Em consequência disso, o número de sequências depositadas em 
bancos de dados públicos tem crescido exponencialmente nos últimos dez anos, 
atualmente excedendo os quatro milhões, de acordo com a última atualização do 
SILVA rRNA Database Project (PRUESSE et al., 2013). 
  Esta gigantesca disponibilidade de informações para consulta e 
comparação traz algumas consequências para o campo da Taxonomia. A principal 
delas é que a maior parcela desse material corresponde a indivíduos não 
cultivados, levantando a problemática da proposição de  novas espécies com base 
apenas nas diferenças entre sequências de DNA. Um conceito frequentemente 
aplicado é o de Unidade Taxonômica Operacional (OTU, do inglês Operational 
Taxonomic Unit) (BLAXTER et al., 2005), onde a porcentagem de similaridade 
entre sequências é utilizada para quantificar a diversidade de microrganismos em 
uma amostra ambiental, por exemplo. No entanto, diretrizes gerais para a 
proposição de novas espécies, indicadas pelo Comitê Internacional de Sistemática 
de Procariotos, recomendam que uma espécie genotípica (OTU) não seja validada 
até que possa ser diferenciada por alguma propriedade fenotípica, o que só pode 
ser alcançado quando houver um representante isolado a partir do qual seja 
possível descrever características morfológicas e fisiológicas. Como ainda não há 
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um método unificado para classificar e nomear os táxons identificados por OTUs 
(mas ver YARZA et al., 2014), muitos destes grupos não possuem uma posição 
clara na escala hierárquica da taxonomia lineana, sendo comumente referenciados 
apenas como “clados” 16S. Estes agrupamentos não consolidados podem ocorrer 
em todos os níveis de classificação. Por exemplo, o clado marinho SAR202 
pertence ao filo Chloroflexi, mas não é considerado uma Classe uma vez que não 
há nenhum organismo descrito com detalhes suficientes para definir um gênero 
(e, consequentemente, para definir um conjunto de gêneros – família – e um 
conjunto de famílias – ordem). O mesmo acontece com o clado marinho SAR86, 
que por sua vez pertence à Ordem Oceanospirillales, mas pelos mesmos motivos 
não pode ser definido como uma Família. Quando um organismo demonstra uma 
íntima relação filogenética com um táxon conhecido, mas ainda não foi 
suficientemente caracterizado para ser classificado como tal, ele é nomeado como 
“Candidatus” seguido do nome do táxon ao qual acredita-se que ele pertence. 
Essa nomeclatura extra-oficial foi definida por Murray e Schleifer (1994) em uma 
nota taxonômica, sendo estas definições de grande importância para o presente 
trabalho, uma vez que alguns organismos analisados se encaixam em categorias 
como estas.   
 
2.2  FILO PORIFERA 
 
2.2.1 Características Gerais 
 
Esponjas são os mais antigos metazoários ainda presentes em nosso 
planeta. Eram comumente posicionadas em uma subdivisão de Metazoa 
(=Animalia), o subreino Parazoa, no qual seriam o único filo representante, 
diferindo dos demais integrantes do reino (denominados Eumetazoários) pela 
falta de organização das células em tecidos verdadeiros. A definição de um tecido 
verdadeiro baseia-se na composição proteica da membrana basal de organismos 
multicelulares, e seu componente principal, o colágeno tipo IV, está presente em 
todos os metazoários, exceto poríferos, um fato bastante intrigante uma vez que 
estes apresentam um epitélio bem definido. A presença desta proteína, contudo, 
foi detectada em um grupo de esponjas (Homoscleromorpha), evidenciando a 
ubiquidade da estrutura da membrana basal em todos os animais, mas levantando 
a hipótese de parafilia do filo Porifera, uma vez que seus demais representantes 
não possuem colágeno tipo IV (BOUTE et al., 1997). Desde então, a taxonomia 
do grupo vem sendo largamente debatida (BORCHIELLINI et al., 2001; 
SPERLING; PETERSON; PISANI, 2009; GAZAVE et al., 2012) e atualmente, 
considera-se as esponjas entre os metazoários verdadeiros. São distribuídas em 
quatro classes (Calcarea, Hexatinellida, Demonspongiae e Homoscleromorpha), 
e apesar de possuirem um bauplan bastante rudimentar, contituem um filo 
bastante diverso, extremamente bem sucedido e eficiente. As mais de oito mil 
espécies reconhecidas até 2012 (VAN SOEST et al., 2012)têm distribuição 
praticamente cosmopolita, sendo capazes de habitar tanto ambientes marinhos 
como de água-doce, ao longo de regiões tropicais, temperadas e polares em 
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diversas profundidades, e acredita-se que a diversidade real ainda a ser descoberta 
é de pelo menos o dobro desse número (VAN SOEST et al., 2012). 
São organismos exclusivamente aquáticos, sésseis e filtradores, sem 
plano de simetria definido e de organização corporal extremamente simples, 
composta por conjuntos celulares especializados para as funções vitais do animal, 
sem no entanto formar tecidos ou órgãos. Sua superfície externa é composta por 
células denominadas pinacócitos, que também revestem a superfície interna dos 
sistemas de canais e câmaras para passagem de água. O interior desse sistema é 
formado por linhas de células flageladas, os coanócitos, responsáveis por gerar o 
fluxo de água necessário para a atividade filtradora das esponjas, lhes garantindo 
alimento e trocas gasosas. O espaço entre a pinacoderme e a coanoderme é 
preenchido por uma matriz extracelular composta basicamente por colágeno (o 
meso-hilo), onde estão alojadas as espículas e outros tipos celulares, como 
amebócitos (digestão intracelular e distribuição de gases e nutrientes) e 
esclerócitos (formação e secreção das espiculas). É também no meso-hilo onde 
se acredita que esteja distribuída uma rica e diversa comunidade de 
microrganismos. 
 
2.2.1 Hymeniacidon perleve 
 
A Hymeniacidon perleve Montagu, 1814 (Classe Demospongiae, Ordem 
Halichondridae) trata-se de um organismo incrustante de presença característica 
na zona entremarés, comumente encontrada completa ou parcialmente exposta na 
margem inferior de costões rochosos durante a maré baixa. Coloniza uma 
variedade de superfícies, desde rochas expostas, algas (frequentemente associada 
a Laminaria spp) ou sedimento arenoso/argiloso, podendo ser encontrada em 
diferentes condições de turbidez e salinidade. A coloração varia entre matizes de 
amarelo e laranja nas formas mais próximas à costa, podendo atingir um vermelho 
intenso em maiores profundidades. A forma de crescimento e a coloração são 
diversificadas de acordo com a exposição à costa, podendo variar de finas lâminas 
em baixas e médias marés, a grandes aglomerados em torre em águas mais 
profundas, protegidas da ação das ondas (ACKERS et al., 2007). Sua distribuição 
é limitada ao Atlântico Norte e ao Mediterrâneo de acordo com o World Porifera 
Database, embora existam alguns registros não confirmados na costa da África, 
Nova Zelândia e no Mar Amarelo, na China. São capazes de colonizar áreas 
fortemente impactadas por ação humana, despertando interesse para estudos 
relacionados às adaptações desenvolvidas por estes animais para permitir 
tamanha versatilidade. A população analisada no presente trabalho apresenta a 
forma incrustante típica de baixas profundidades, formando tapetes de não mais 
que 10cm de expessura cobrindo a superfície de plataformas de cimento presentes 
no local da coleta, o ancoradouro natural de Langstone, em Portsmouth, na 
Inglaterra. Trata-se de uma enseada de águas rasas e substrato lodoso, fortemente 
influenciada pela atividade da maré, além de bastante impactada por ação 
antropogênica, relacionada principalmente à navegação, tanto comercial (ligada 
à pesca) como recreativa. O local foi utilizado como base naval durante a Segunda 
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Guerra Mundial, possuindo uma variedade de destroços relacionados à atividade 
bélica naquela época, como restos de navios e plataformas de cimento, utilizadas 
para construção e manutenção de embarcações. Essas estruturas, já incorporadas 
ao ecossistema local, abrigam uma fauna característica de costões rochosos, 
apesar de a área ser classificada como “pastagem litoral pantanosa”, de acordo 
com o Solent Forum. Além das espécies típicas deste ecossistema (cuja 
diversidade está diretamente relacionada à presença de leitos de seagrass1), estão 
comumente presentes moluscos de várias espécies (incluindo as exploradas 
comercialmente, como ostras e mexilhões), artrópodes (lagostas e camarões), 
cnidários (principalmente na forma de pólipos), briozoários e esponjas, que se 
beneficiam diretamente da superfície dos destroços para seu estabelecimento. 
Essas características chamam a atenção para as populações de H. perleve que 
habitam o local, uma vez que, para serem capazes de colonizar este ambiente tão 
particular, é esperado que possuam adaptações importantes, entre elas o 
desenvolvimento de interações com microrganismos, tendo em vista como estas 
associações podem influenciar a capacidade adaptativa destes animais.  
 
2.3  MICRORGANISMOS ASSOCIADOS A ESPONJAS 
 
Ao mesmo tempo em que a biologia séssil e filtradora das esponjas as 
tornam extremamente suscetíveis a adversidades ambientais, tais como 
competição por espaço, nutrientes e oxigênio, exposição a poluentes e predação, 
essa morfologia favorece uma íntima associação com microrganismos, 
frequentemente associados ao sucesso ecológico e evolutivo desses animais.  
A comunidade simbiótica2 associada a esponjas está entre as mais 
abundantes e diversas encontradas para qualquer outro invertebrado marinho 
(WEBSTER et al., 2010), e essa diversidade vem sendo alvo de numerosos 
estudos com os mais diferentes enfoques. Muitos deles exploram os 
microrganismos como auxiliares de várias funções exercidas pelas esponjas, tais 
como nutrição, metabolismo de produtos residuais, participação no ciclo do 
nitrogênio e resistência a stress ambiental. A natureza dessas relações, evolutiva 
e funcionalmente, foi explorada por Fan e colaboradores (2012) resultando num 
compilado que pode ser consultado para os diversos trabalhos nessa área até o 
momento. Além das evidentes funções para a biologia da esponja, muitos estudos 
apontam a importância de conhecer, qualitativa e quantitivamente, estes 
                                                             
1 “Seagrass” é o nome popular adotado para algumas famílias de monocotiledôneas adaptadas à 
vida marinha. Ocorrem em águas rasas de ambientes costeiros, estuários e lagoas, formando 
extensas pradarias que são consideradas um dos ecossistemas mais produtivos do planeta.  
2 O termos “simbiose” e “simbionte” serão utilizados neste trabalho da mesma forma aplicada 
por Taylor et al., (2007) e adotada por Montalvo e Hill (2011). Nestes trabalhos, a associação 
simbiótica se assemelha àquela pioneiramente definida por de Bayer (1879 apud SAPP, 2010), 
referindo-se simplesmente a dois organismos que vivem intimamente associados por um longo 
período de tempo, sem qualquer implicação quanto a natureza benéfica ou nociva da relação para 
os envolvidos.  
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microrganismos, como ferramenta para avaliação, projeção e prevenção de danos 
aos ecossistemas marinhos. A composição das comunidades simbiontes perante 
a mudanças de temperatura, iluminação, qualidade da água e outros parâmetros é 
estudada com esse intuito. Chama a atenção o trabalho de Lemoine e 
colaboradores (2007) que avaliaram a comunidade associada à esponja 
Halicondria bowerbanki como modelo para estudos relacionados a mudanças 
climáticas, observando que a composição de espécies presentes na esponja sofreu 
alterações quando submetida a temperaturas mais altas, correspondentes às 
projeções para a temperatura superficial dos oceanos para daqui 50 e 100 anos. 
Outro enfoque bastante prolífico na área é o da biogeografia e 
especificidade das relações. Ao explorar uma comunidade microbiana associada 
a qualquer espécie de esponja, muitos questionamentos são levantados de maneira 
praticamente intrínseca: quais destes microrganismos podem ser, de fato, 
considerados simbiontes? São encontrados exclusivamente associados a esponjas 
(ou, mais especificamente, apenas àquela espécie de esponja), ou podem estar 
distribuídos em outros ambientes e organismos? Como a distribuição geográfica 
pode estar associada à composição dessas comunidades? Estas questões vêm 
sendo abordadas há pelo menos três décadas, quando Vacelet e Donadey (1975 
apud TAYLOR et al., 2007) inicialmente observaram que esponjas podiam ter 
uma microbiota específica, propondo três associações possíveis entre 
microrganismos e estes hospedeiros: populações esponja-específicas 
abundatemente distribuídas no meso-hilo do animal, pequenas populações de 
bactérias intracelulares, e populações genéricas também encontradas na água do 
entorno. Mais tarde, seus estudos foram corroborados e aprimorados por diversos 
autores, entre os quais se destacam Wilkinson (1978), que constatou que esponjas 
taxonomicamente distantes abrigavam uma comunidade muito semelhante entre 
si, que diferia daquela encontrada na água ambiente, e através de ensaios 
imunológicos, demonstrou que essa microbiota específica datava do pré-
Cambriano (WILKINSON, 1984). Hentschel e colaboradores (2002) atualizaram 
o conceito de Vacelet para incluir noções moleculares, definindo uma população 
esponja-específica como: grupos derivados de esponjas com pelo menos três 
sequências de rRNA 16S que: a) sejam mais semelhantes entre si do que 
sequências de outras fontes; b) sejam encontradas em pelo menos duas espécies 
de esponja, ou na mesma esponja em localidades diferentes e c) se agrupem 
independente do método de inferência filogenética utilizado. Com base nesta 
definição, muitos estudos posteriores identificaram populações equivalentes em 
esponjas completamente não relacionadas, taxonômica ou geograficamente 
(MONTALVO; HILL, 2011; SCHMITT et al., 2012; PITA; LÓPEZ-
LEGENTIL; ERWIN, 2013). A partir destas constatações, surge um dos 
questionamentos mais interessantes da área: se a origem dessas associações são 
tão antigas como parecem ser, podendo ter se iniciado mesmo antes da própria 
irradiação das esponjas, de que forma se deu (e como se mantém) a aquisição dos 
microrganismos por seus hospedeiros? Como o filo Porifera é o grupo mais antigo 
e conservado do reino animal, o estudo das relações simbionte-hospedeiro em 
seus representantes também pode refletir o histórico evolutivo das associações de 
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metazoários com microrganismos. Embora alguns estudos tenham evidenciado a 
existência de transmissão vertical (ERESKOVSKY; GONOBOBLEVA; 
VISHNYAKOV, 2005; SHARP et al., 2007; ON et al., 2009), essa questão ainda 
é muito debatida, e uma variedade de outros mecanismos de transmissão são 
investigados (TAYLOR et al., 2007; WEBSTER et al., 2010). 
Diante de tantos questionamentos e implicações possíveis, torna-se 
evidente como o estudo da microbiota associada a esponjas é um campo crescente 
e de grande relevância para muitas áreas do conhecimento, mas sem dúvida o 
maior interesse atualmente é a exploração biotecnológica desses microrganismos.  
 
2.4  POTENCIAL BIOTECNOLÓGICO 
 
Há pelo menos três décadas o filo Porifera lidera como fonte de 
isolamento de bioprodutos derivados de ambientes marinhos (BLUNT et al., 
2005). A hipótese de que essas substâncias sejam, na verdade, provenientes de 
microrganismos simbiontes vem sendo bastante explorada (BEWLEY; 
FAULKNER, 1998; WANG, 2006) e, de fato, bactérias isoladas de esponjas 
demonstraram produzir os mesmos compostos que antes haviam sido extraídos 
do próprio animal (STIERLE; CARDELLINA; SINGLETON, 1988; BEWLEY; 
HOLLAND; FAULKNER, 1996). É didaticamente inviável referenciar o 
gigantesco número de artigos que exploram o potencial biotecnológico dessas 
associações e os numerosos relatos de substâncias de interesse farmacológico 
isolados a partir delas. Boas revisões neste tópico foram produzidas por Mehbub 
e colaboradores (2014) e Laport, Santos e Muricy (2009), e um relatório anual é 
publicado pela Royal Society of Chemistry em uma edição especial da revista 
Natural Product Reports, nomeada Marine Natural Products, retratando as 
descobertas feitas nessa área.  
Apesar desse gigantesco potencial, é importante salientar, contudo, que 
até a presente data nenhum dos produtos derivados de esponjas ou de seus 
simbiontes chegou às prateleiras. Entre as drogas com potencial anticancerígeno 
(um dos principais e mais prolíficos ramos de interesse), apenas onze chegaram 
à fase de testes clínicos até 2010, e dessas, apenas duas foram aprovadas para 
administração em humanos (SHAKERI; SAHEBKAR, 2015). Um dos maiores 
obstáculos para a aprovação, não apenas de compostos derivados de esponjas, 
mas de qualquer outro organismo marinho, é a dificuldade de fornecimento, já 
que a disponibilidade dessas substâncias é bastante limitada nos ecossistemas 
(questão discutida em detalhes por Proksh, Edrada e Ebel, 2002). Diante dessa 
problemática, torna-se evidente a importância dos estudos com microrganismos 
capazes de serem cultivados em laboratório, já que a identificação de compostos 
metabolicamente ativos a partir de amostras ambientais não garante sua produção 
em larga escala.  
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3 METODOLOGIA 
 
3.1 COLETA 
 
As amostragem foi realizada nas imediações do Ancoradouro de 
Langstone, em Portsmouth, na Inglaterra. A cidade localiza-se no litoral sul do 
país e faz parte do complexo sistema banhado pelo estreito de Solent, que separa 
a Ilha de Wight da costa britânica. O sistema inclui o estuário Southampton Water 
e os três ancoradouros naturais de Chichester, Langstone e Portsmouth. O clima 
da região é temperado oceânico (Cfb, segundo a classificação de Köppen), 
marcado por temperaturas não muito quentes no verão (entre 15ºC e 22ºC) nem 
muito frias no inverno (entre 10ºC e 5ºC), raramente caindo abaixo do ponto de 
congelamento ou presenciando neve.  
O material para análise foi coletado durante o mês de Junho de 2014, em 
períodos de maré baixa, a partir de populações que se desenvolvem na superfície 
de plataformas de cimento abandonadas no local. Fragmentos de 
aproximadamente 10cm2 de três espécimes diferentes foram removidos 
manualmente com o auxílio de um bisturi, e levados para o laboratório de 
Microbiologia da Universidade de Portsmouth. Um galão de vinte litros de água 
do mar das imediações também foi recolhido para produção de meios de cultura. 
 
3.2 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS 
 
As amostras foram manipuladas no dia da coleta, com material ainda 
fresco. Tomou-se o cuidado para remover a porção exterior do tecido esponjoso, 
mantendo apenas o cerne da estrutura, e as fatias obtidas foram intesamente 
enxaguadas com água destilada, de modo a minimizar a permanência de 
organismos transeuntes. Os fragmentos dos três espécimes foram mascerados em 
três tubos de ensaio diferentes contendo água do mar esterilizada e, partir do sumo 
obtido, uma série de diluições decimais foi conduzida. Das soluções resultantes, 
as com concentração 10-4, 10-5 e 10-6 foram utilizadas para inoculação.  
 
3.3 INOCULAÇÃO E INCUBAÇÃO 
 
Uma série de meios de cultura com características distintas quanto à 
disponibilidade de nutrientes foi inoculada com 100µL das diluições obtidas para 
cada amostra, resultando em nove placas para cada meio utilizado (sendo três 
réplicas de cada uma das diluições). Os sete meios utilizados foram: Ágar-Água 
do Mar, Ágar-Água do Mar 10%, Ágar Marinho e Caldo de Esponja para 
isolamento de bactérias totais, e Ágar Batata Dextrose, Ágar Extrato de Levedura 
e Amido e Agar Isolamento de Actinobacteria, como meios específicos para 
isolamento de Actinobactérias. As respectivas fórmulas para cada meio de cultura 
estão descritas no Apêndice I. A utilização de diferentes meios de cultura teve o 
intuito de fornecer condições para microrganismos com requerimentos 
energéticos distintos, de modo a maximizar a diversidade a ser obtida.  
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Todos os meios de cultura devidamente inoculados foram incubados a 
20ºC, temperatura semelhante à da água do mar durante a estação em que foram 
realizadas as coletas. Devido às condições muito distintas fornecidas por cada um 
dos diferentes meios e às características extremamente variadas dos 
microrganismos que esperava-se obter em cada um, era provável que as colônias 
começassem a aparecer e atingissem o crescimento mínimo necessário para 
análise em tempos muito diferentes. Deste modo, as culturas foram verificadas 
diariamente para o aparecimento de novas colônias, das quais se tomou-se nota, 
sem definir-se um limite de tempo de incubação. 
 
3.4 CARACTERIZAÇÃO PRELIMINAR 
 
Os microrganismos obtidos durante a incubação foram selecionados de 
acordo com a morfologia externa da colônia (coloração, textura, formato) para 
serem analisados microscopicamente pelo método de coloração de Gram. 
Aspectos como a organização microscópica das células (isoladas, filamentosas, 
agrupadas), formato (esféricas, baciliformes, vibriformes), tamanho e presença 
de estruturas intracelulares, além do resultado do Gram, foram utilizados para 
distinguir as culturas que de fato representavam organismos diferentes, e estas 
foram isoladas para o meio de cultura no qual melhor se desenvolveram 
inicialmente. Após 48 horas de incubação, cada uma das culturas puras adquiridas 
através desse procedimento foi transferida em duplicata para tubos Eppendorf 
contendo glicerol na concentração de 50%. Um dos conjuntos foi armazenado a 
-80ºC para estudos posteriores, e o outro destinado a extração de DNA para 
análise molecular. 
 
3.5 EXTRAÇÃO, AMPLIFICAÇÃO E SEQUENCIAMENTO DE DNA3 
 
O material para análise foi obtido por procedimentos padrão para extração 
de DNA, e a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificação do 
fragmento de interesse (RNAr 16S) foi realizada de acordo com a metodologia 
descrita em (WEBSTER; WATTS; HILL, 2001), utilizando os primers universais 
para aplificação de RNAr 16S de procariotos: 8f 3’AGA GTT TGA TCC TGG 
CTC AG 5’, e 1542r 5’ AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA 3’ (EDWARDS 
et al., 1989). As amostras foram enviadas para sequenciamento pelo método de 
Sanger para o grupo LGC Genomics, em Teddington, Middlesex, com recursos 
do Natural Resource Wales.  
 
3.6 IDENTIFICAÇÃO E ANÁLISE FILOGENÉTICA 
 
                                                             
3 Os procedimentos descritos neste item foram realizados pela acadêmica Rebecca 
Herne, da Universidade de Portsmouth, sob a orientação da Profº Drª Joy E. M. Watts, em 
parceria com a School of Biological Sciences da Universidade de Portsmouth. Os resultados 
foram gentilmente concedidos para a realização deste trabalho. 
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A taxonomia dos organismos foi inferida através do SINA online 
(PRUESSE; PEPLIES; GLÖCKNER, 2012), ferramenta de alinhamento e busca 
por sequências similares nos bancos de dados do SILVA rRNA Database Project 
(PRUESSE et al., 2013), selecionando a opção “Search and Classify”. A busca 
foi realizada contra a biblioteca de RNAr 16S e configurada para resultar em uma 
única sequência de referência com similaridade superior a 95% com a sequência-
alvo, porcentagem referida como base para inferência taxonômica a nível de 
gênero segundo Webster et al., (2010). As sequências que não puderam ser 
identificadas a nível de gênero tiveram sua taxonomia inferida a nível de família 
(mínimo de 90% de similaridade), ordem (85%) e classe (80%), de acordo com a 
mesma metodologia.  
Dois conjuntos de sequências foram selecionadas, a partir de bancos de 
dados públicos, para análise filogenética comparativa: 1) sequências de maior 
porcentagem de similaridade com as sequências-alvo provenientes de culturas 
isoladas, obtidas através da ferramenta SeqMatch, do Ribosomal Database 
Project (COLE et al., 2013), e 2) sequências de maior porcentagem de 
similaridade com as sequências-alvo derivadas de esponjas, selecionadas através 
da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do GenBank 
(BENSON et al., 2012), utilizando a biblioteca de RNAr 16S e limitando a busca 
através do algoritmo “(sponge* or porifera*) and (16S* or ssu* or rRNA*)” no 
campo “Entrez query”. 
O alinhamento entre as sequências obtidas e os dois conjuntos escolhidos 
foi realizado pelo SINA online e editado através do software Mothur (SCHLOSS 
et al., 2009) para remoção dos gaps em comum. Os arquivos resultantes foram 
utilizados para construção de árvores filogenéticas pelo software ARB (LUDWIG 
et al., 2004), e posteriormente editadas pelo software FigTree (MORARIU et al., 
2008). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 IDENTIFICAÇÃO TAXONÔMICA DA DIVERSIDADE 
 
Um total de trinta isolados foram selecionados para análise molecular a 
partir dos sete meios de cultura utilizados, sendo nomeados de acordo com o 
nome do meio no qual obtiveram melhores taxas de crescimento (estimadas pelo 
número de unidades formadoras de colônia). A relação de organismos obtidos a 
partir de cada meio de cultura e seus códigos são: 
 
- Ágar-Água do Mar – dois isolados (ASW1 e ASW2); 
- Agar-Água do Mar 10% – dois isolados (ASW10.1 e ASW10.2); 
- Ágar Marinho – quatro isolados (MA1 a MA4); 
- Ágar-Extrato de Levedura e Amido – seis isolados (SSW1 a SSW6); 
- Ágar Isolamento de Actinomycetes – cinco isolados (AIA1 a AIA5); 
- Ágar-Batata-Dextrose – onze isolados (PD1 a PD11).  
 
Todos os isolados foram identificados, pelo menos, a nível de filo e classe, 
vinte e oito a nível de ordem, vinte e três a nível de família e dezessete a nível de 
gênero. A classificação4 completa atribuída pelo SINA online para cada uma das 
amostras pode ser visualizada na Tabela 1.  
A diversidade obtida compreendeu nove filos, doze classes, dezessete 
ordens, catorze famílias, catorze gêneros e ainda dez clados de classificação 
incerta, e a representatividade de cada filo para o total de organismos 
identificados encontra-se na Figura 1. Os dois filos mais numerosos entre as 
amostras foram Proteobacteria, com quinze isolados, e Actinobacteria, com sete 
isolados. A diversidade de classes, ordens e famílias dentro destes dois filos está 
detalhada nas Figuras 2 e 3. O filo Chloroflexi apresentou dois isolados 
pertencentes a uma única classe, e os outros filos foram representados por apenas 
um isolado cada, sendo, portanto, não retratados graficamente. 
                                                             
4 As tabelas e gráficos apresentados neste capítulo foram construídas com base na 
proposição taxonômica do Silva, e a classificação atribuída através da ferramenta Search and 
Classify do SINA online (ver sub-item 3.6) será utitizada ao longo da discussão. No entanto, 
algumas categorias às quais foram atribuídos certos organismos encontram-se em revisão, e estes 
casos serão aprofundados nas próximas seções. 
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Figura 1. Representatividade dos filos de Bacteria aos quais foram atribuídos, pelo SINA online, 
os trinta microrganismos cultiváveis obtidos a partir da esponja Hymeniacidon perleve. A 
numeração representada no gráfico é referente ao número absoluto de isolados atribuídas a cada 
filo. 
 
 
Figura 2. Diversidade cultivável de Proteobacteria obtida a partir da esponja Hymeniacidon 
perleve. Representatividade dos 15 isolados atribuídos ao filo pelo SINA online, distribuídos em 
4 classes (círculo interior), 9 ordens (círculo intermediário, em negrito) e 11 famílias (círculo 
externo).  
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Figura 3. Diversidade cultivável de Actinobacteria obtida a partir da esponja Hymeniacidon 
perleve. Representatividade dos 7 organismos atribuídos ao filo pelo SINA online, distribuídos 
em 2 classes (círculo interior), 4 ordens (círculo intermediário, em negrito) e 5 famílias (círculo 
externo).  
 
 
4.2 CARACTERÍSTICAS DOS MICRORGANISMOS 
 
Alguns aspectos fisiológicos e taxonômicos dos membros mais 
relevantes serão discutidos em detalhes nesta seção. Aqueles que não 
demonstraram características a partir das quais se pode discutir sobre a ecologia 
da esponja, potencial biotecnológico, ou mesmo a respeito de sua própria 
categoria, foram omitidos. 
 
4.2.1 Proteobacteria 
 
 Compondo a diversidade de Alphaproteobacteria encontram-se dois 
organismos classificados como pertencentes à ordem Rhodobacterales, Família 
Rhodobacteraceae e Gênero Pseudovibrio (PD3 e PD4), demonstrando íntima 
relação com a espécie Pseudovibrio denitrificans. A espécie foi descrita pela 
primeira vez por Shieh, Lin e Jean (2004) a partir de amostras de água do mar em 
Taiwan, sendo caracterizada como anaeróbica facultativa, apresentando 
metabolismo de fermentação e capacidade de denitrificação. Outras espécies do 
gênero foram detectadas em tunicados e corais além de esponjas, e são descritas 
como metabolicamente versáteis, embora sua fisiologia seja ainda pouco 
entendida (BONDAREV et al., 2013). Um estudo com a esponja Rhopaloeides 
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odorabile, coletada em diferentes localidades da Grande Barreira de Corais 
australiana, demonstrou que uma linhagem provavelmente pertencente a esta 
bactéria domina a comunidade cultivável associada ao porífero (WEBSTER; 
HILL, 2001). Neste estudo, o organismo (que na época ainda não tinha sido 
descrito) esteve ausente nas amostras de água do mar do entorno, sugerindo sua 
natureza simbionte, além de indicar uma relação funcional para a esponja, por 
não ser detectada em espécimes doentes. Um estudo de Entickcap e colaboradores 
(2006) evidenciou a ocorrência de transmissão vertical desta alphaproteobacteria 
através da larva de sete espécies de esponja analisadas, reforçando a hipótese de 
que se tratam de verdadeiros simbiontes, embora a sua presença em amostras de 
água do mar no estudo de Shieh e colaboradores tenha indicado o contrário. A 
mesma espécie foi mais tarde isolada de um tunicado (SERTAN-DE GUZMAN 
et al., 2007), a partir da qual foi detectado e extraído um pigmento caracterizado 
como uma prodigiosina, apresentando, entre outras propriedades, atividade anti-
Staphylococcus aureus. Como as análises que demonstraram a associação do 
organismo com esponjas basearam-se apenas na sequência de rRNA 16S para 
inferência taxonômica, é possível que aqueles indivíduos isolados de poríferos 
(incluindo os encontrados neste estudo) apresentem diferenças substanciais no 
restante do genoma e possam representar uma linhagem à parte de P. detrificans, 
exclusivamente associada ao Filo, ou ainda uma espécie diferente. 
 A presença de dois organismos (ASW10.2 e MA2) atribuídos ao clado 
marinho SAR11 de Alphaproteobacteria, classificados como Candidatus 
Pelagibacter, é um tópico importante. Embora estejam distribuídos de forma 
cosmopolita nos oceanos, dominando as comunidades de bacterioplâncton 
(MORRIS et al., 2002) e podendo comprender cerca de 25% de todas as células 
bacterianas nestes ambientes (GIOVANNONI et al., 2005), nenhum 
representante deste agrupamento havia sido descrito até o isolamento da cepa 
Pelagibacter ubique (RAPPÉ et al., 2002), dando nome a uma nova ordem 
denominada Pelagibacterales, na qual Pelagibacter é o único gênero 
representante. Como até a presente data a P. ubique permanece como único 
integrante devidamente descrito deste clado, a nomeclatura adotada para 
organismos identificados a partir de sequências intimamente relacionadas a ela 
leva o radical indicativo de status taxonômico “Candidatus”. A P. ubique teve 
grande importância para a caracterização da rodopsina bacteriana, um pigmento 
do aparato fotossintético que funciona como uma bomba de prótons foto-
induzida, a qual acredita-se ter um papel chave no balanço energético dos oceanos 
(GIOVANNONI et al., 2005). A rodopsina só havia sido encontrada em 
arqueobactérias halófilas extremas, até uma sequência codificante ser detectada 
no genoma de membros do grupo SAR86 de gammaproteobacteria (BÉJÀ et al., 
2000). A função do gene nestes organismos permaneceu obscura (dada a 
inviabilidade de caracterização da via fotossíntética por falta de representantes 
cultivados) até 2005, quando Giovannoni e colaboradores descobriram a proteína 
expressa na P. ubique e puderam finalmente descrevê-la no artigo já citado. Uma 
caracterização bioquímica dos organismos ASW10.2 e MA2 é importante para 
determinar se se tratam, de fato, de uma linhagem de Pelagibacter ubique, ou se 
40 
 
podem representar novos membros cultivados deste grupo extraordinariamente 
diverso e tão pouco explorado.  
 Dentro da classe Betaproteobacteria, os organismos ASW1 e MA3 
(atribuídos à família Hydrogenophilaceae e ao clado marinho OM43, 
respectivamente) apresentam importantes características metabólicas a serem 
exploradas do ponto de vista simbiótico. Ambas são bactérias 
quimiolitoautotróficas, ou seja, obtêm energia a partir da oxidação de compostos 
inorgânicos (sendo, portanto, aeróbicas obrigatórias). Apesar de não atingir o 
grau de similaridade mínimo para ser atribuída ao gênero com confiabilidade, a 
amostra ASW1 demonstrou relação com Thiobacillus, conhecidos por promover 
oxidação de ferro e enxofre para obtenção de nutrientes, enquanto os membros 
do clado OM43 são bactérias metilotróficas obrigatórias. Ao lado da SAR11, este 
clado compõe uma das linhagens mais abundantes de bacterioplâncton costeiros, 
e seu primeiro membro isolado demonstrou utilizar-se de metanol e formaldeído 
como fontes de energia, caracterizando-o como um especialista no metabolismo 
de compostos C1 (GIOVANNONI et al., 2008). Embora nenhum das vias tenha 
sido caracterizada em associação com poríferos, a possível presença de 
Thiobacillus (ou outro gênero da família Hydrogenophilaceae) no tecido da 
esponja pode sugerir uma adaptação à presença de compostos que, em grande 
concentração, prejudicariam o balanço energético local, enquanto a presença de 
uma bactéria metilotrófica pode definir a participação da esponja em uma 
importante etapa da ciclagem de carbono no ambiente. 
 Outra presença de destaque entre os membros de Betaproteobacteria é 
o gênero Burkholderia (representado pela amostra PD10), composto por bactérias 
saprófitas comumente associadas a nódulos de leguminosas, onde promovem 
fixação de nitrogênio, por esse motivo sendo descritas como promissoras para 
aplicações biotecnológicas (WONG-VILLARREAL; CABALLERO-
MELLADO, 2010). Podem, ser encontradas em diversos habitats, incluindo 
espécies patogênicas associadas a infecções hospitalares, e o ambiente marinho 
(sequências pertencentes ao gênero estão presentes na biblioteca de rRNA 16S da 
Global Oceanic Survey, um projeto do Institudo J. Craig Venter com o objetivo 
de quantificar a diversidade microbiológica nos oceanos). Sua característica 
como fixadora de nitrogênio pode ser um indicativo do papel das esponjas no 
ciclo deste nutriente.  
 Gammaproteobacteria demonstrou a maior diversidade entre as classes 
de Proteobacteria. Digna de nota é a presença do clado SAR86 da ordem 
Oceanospirilalles, representada pelos organismos ASW10.1 e MA1. Sequências 
relacionadas a este agrupamento estão presentes com frequência e abundância 
entre as comunidades de bacterioplâncton da superfície dos oceanos em escala 
global, e características metabólicas importantes estão identificadas em seu 
genoma (DUPONT et al., 2012). Como anteriormente mencionado, a existência 
de uma rodopsina bacteriana foi incialmente descoberta em membros deste clado, 
e uma vez que esta proteína determina uma via fotossintética alternativa, sua 
caracterização pode significar avanços no entendimento do balanço energético 
em ambientes marinhos (BÉJÀ et al., 2000). Membros deste clado permanecem 
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resistentes ao cultivo até a presente data, impossibilitando o aprofundamento do 
seu potencial metabólico. Mais uma vez faz-se necessário ressaltar a importância 
das culturas puras, significativamente obtidas neste trabalho, para estes estudos. 
 A Hahellacea Endozoicomonas (PD8), conhecida por compor a 
comunidade bacteriana associada a diversos invertebrados marinhos (NEAVE et 
al., 2014) e o diverso gênero Vibrio (ASW3), frequentemente associado a 
esponjas e bastante estudado com relação a especificidade, biogeografia e 
funcionalidade nestes organismos (ALEX et al., 2013) também estiveram 
presentes compondo a diversidade de Gammaproteobacteria. A presença de uma 
sequência indicada como Pseudomonas aeruginosa (SSW2) foi inicialmente 
encarada como proveniente de contaminação, uma vez que trata-se de uma 
espécie patogênica, mas existe o relato de uma cultura desta linhagem isolada a 
partir da esponja Isodictya setifera na Antártica, demonstrando a produção de 
metabólitos anti-bacterianos (JAYATILAKE et al., 1996).  
 Provavelmente o organismo de maior potencial entre os isolados, a 
amostra PD2 diz respeito a um membro de Deltaproteobacteria pertencente ao 
gênero ainda não consolidado Candidatus Entotheonella. Os primeiros relatos da 
existência deste organismo vieram a partir de estudos com esponjas da ordem 
Lithistida, que vinham sendo investigadas por seu grande potencial de produção 
de metabólitos de interesse farmacológico, em especial peptídeos com atividade 
citotóxica/antitumoral (swinholídeos) e antifúngica (theonegramidas e 
microescleroderminas) (BEWLEY; FAULKNER, 1994). Um estudo 
descrevendo a estrutura de duas microescleroderminas (BEWLEY; DEBITUS; 
FAULKNER, 1994) detectou que a localização celular dessas substâncias na 
esponja Microscleroderma sp. era a mesma de uma comunidade de bactérias 
filamentosas alojadas ao tecido, sugerindo que a sua produção poderia estar 
associada à presença destes microrganismos. Essas bactérias já haviam sido 
detectadas no estudo anterior de Bewley e Faulkner (1994) com a esponja 
Theonella swinhoei, e mais tarde foram indicadas como as verdadeiras produtoras 
dos compostos estudados (BEWLEY; HOLLAND; FAULKNER, 1996). A 
identidade destes microrganismos permaneceu desconhecida até a proposição do 
gênero candidato Entotheonella por Schmidt e colaboradores (2000) com base 
em análises filogenéticas a partir de sequências de rRNA 16S obtidas a partir da 
T. swinhoei. Apesar de inúmeras tentativas, nunca foi possível obter uma cultura 
pura destas bactérias, que foram detectadas em outros membros de Lithistida, 
sempre associadas a produção de substâncias naturais com um imenso repertório 
de atividades (antifúngica, antibacteriana, antiviral, antitumoral e citotóxica). O 
gênero parece ter uma grande diversidade, amplamente distribuída entre várias 
espécies de esponjas, e sequências codificantes para os diversos compostos de 
interesse já foram identificadas em seu genoma, com algumas tentativas de 
descrição das vias metabólicas associadas a sua produção, embora nunca 
claramente elucidadas pela falta de representantes cultivados. (WILSON et al., 
2014). A presença de uma sequência intimamente relacionada à Entotheonella, 
proveniente de uma cultura pura, como a obtida através do presente estudo, pode 
não só promover a validação do táxon, como também representar um imenso 
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avanço na caracterização dessas vias metabólicas e para a produção 
economicamente viável destas substâncias a partir de isolados.  
 
4.2.2 Actinobacteria 
 
 Os organismos AIA1 e AIA3 foram atribuídos com confiabilidade ao 
gênero Streptomyces, mas apresentaram valores de similaridade muito próximos 
com diversas espécies, não sendo possível identificá-los a este nível. Além do 
fato anteriormente mencionado, a respeito de sequências de rRNA 16S não serem 
capazes de promover uma boa resolução a nível de espécie, Stretomyces 
frequentemente possuem mais de uma cópia deste gene, podendo apresentar 
variabilidade dentro do próprio indivíduo (KÄMPFER; GLAESER, 2012) o que 
dificulta em muito a diferenciação entre espécies sem outras sequências ou 
características fenotípicas para comparação. Seus integrantes compõe o maior 
gênero de Actinobacteria, e apesar de serem microrganismos típicos do solo, 
possuem grande versatilidade e apresentam um complexo metabolismo 
secundário, bastante explorado na produção de antibióticos de origem natural. 
Algumas espécies foram reportadas em associação com esponjas, inclusive à 
Hymeniacidon perleve (ZHANG et al., 2006a).  
 A espécie Actinoalloteichus hymeniacidonis (representada pelo 
organismo AIA2) teve sua espécie tipo nomeada a partir da Hymeniacidon 
perleve (ZHANG et al., 2006b), sendo tipicamente encontrada em associação 
com esta esponja. Até a presente data, não há relatos da presença deste 
microrganismo na coluna d’água, tampouco associado a outras espécies de 
poríferos e demais invertebrados marinhos, caracterizando uma linhagem não 
apenas esponja-específica, como também espécie-específica. Os mecanismos de 
transmissão do simbionte ainda não foram elucidados, e podem trazer importantes 
informações a respeito da coevolução de esponjas e microrganismos.   
 O organismo PD1 foi atribuído ao gênero Rhodococcus, demonstrando 
íntima relação com a espécie Rhodococcus erythropolis. Estas bactérias são 
conhecidas por seu grande potencial de biorremediação, atribuída a presença de 
vias catabólicas para diversos poluentes (LARKIN; KULAKOV; ALLEN, 2005). 
A Hymeniacidon perleve já foi investigada como biorremediadora demonstrando 
excelentes resultados (ZHANG et al., 2010), embora o enfoque destes estudos 
tenha sido no potencial de filtração da esponja para a remoção de bactérias 
patogênicas contaminantes de sistemas de aquicultura. Aliado a sua possível 
associação com Rhodococcus, a H. perleve pode ser um forte candidato a modelo 
de biorremediação de largo espectro. Mais estudos são necessários para definir o 
tipo de associação destas bactérias com a esponja, além de investigar seu 
metabolismo de degradação de poluentes.  
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4.2.3 Outros filos 
 
 O clado marinho SAR202 (ao qual parecem pertencer as amostras PD7 
e SSW5) é um grupo de bactérias mesopelágicas (embora também encontrem-se, 
em menor quantidade, na superfície) pertencentes ao filo Chloroflexi. Sua 
distribuição parece estar relacionada ao perfil vertical de nutrientes na coluna 
d’água, sendo mais abundantes em águas mais profundas, onde podem 
caracterizar até 40% da diversidade de bacterioplâncton (VARELA; VAN 
AKEN; HERNDL, 2008). Esta pronunciada representatividade sugere que devem 
desempenhar um papel importante na ciclagem de nutrientes nessas zonas, mas 
quase nada se sabe a respeito de sua atividade metabólica uma vez que não há 
indivíduos cultivados (MORRIS et al., 2004). As sequências de PD7 e SSW5 
demonstraram maior similaridade com indivíduos provenientes de esponjas 
(HENTSCHEL et al., 2002; KAMKE; TAYLOR; SCHMITT, 2010), mas não há 
dados suficientes para sugerir a possível existência de um subgrupo esponja-
específico. Morris et al. (2004) apresenta uma tentativa de reconstrução 
filogenética a partir das sequências disponíveis relacionadas ao clado, e contatou 
que os subgrupos formados a partir desta análise não apresentam relações 
monofiléticas bem sustentadas. Neste estudo, as sequências provenientes de 
esponjas distribuíram-se em diferentes subgrupos ao lado de amostras de origem 
variada.  
 A amostra PD6 demonstrou pertencer ao clado PAUC34f atribuído ao 
filo Deferribacter. Todos os organismos deste filo descritos até hoje pertencem a 
uma única família (Deferribacteraceae), e possuem grande versatilidade de 
metabolismo anaeróbico, utilizando uma variedade de compostos que incluem 
enxofre, ferro, manganês e nitrato. A posição taxonômica do clado PAUC34f é 
incerta e por enquanto nada foi proposto a respeito de sua classificação, mas este 
estudo constatou que as sequências relacionadas a ele são majoritariamente 
provenientes de várias espécies de esponjas. Ainda não há estudos investigando 
características metabólicas, biogeográficas, funcionais ou relações de 
especificidade nestes organismos, mas sua proximidade com Deferribacter o 
torna bastante interessante de ser estudado do ponto de vista simbiótico. A 
carência de estudos relacionados aos seus integrantes e a sua aparente relação 
com o filo Porifera, aliado à obtenção de uma cultura pura destes organismos, 
caracterizam um tópico bastante prolífico ainda a ser estudado.  
 Outro organismo de destaque é o SSW6, relacionado ao gênero 
candidato Brocadia. Ao lado de outros quatro gêneros candidatos, compõe um 
grupo monofilético que reune as bactérias que mediam os processos de oxidação 
anaeróbica de amônia (bactérias anammox, do inglês anaerobic ammonium 
oxidation), uma importante etapa do ciclo do nitrogênio (OSHIKI et al., 2011). 
A presença de uma bactéria anammox associada à H. perleve reforça mais uma 
vez o possível papel das esponjas no ciclo do nitrogênio. 
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4.3 FILOGENIA 
 
 A filogenia descreve as relações evolutivas entre grupos de organismos, 
e para a taxonomia microbiana, tem sido utilizada como auxiliar na resolução da 
posição taxonômica de entidades de classificação incerta. Diversos métodos para 
a construção de árvores podem ser aplicados, dependendo do objetivo da análise 
que se pretende realizar. Neste estudo, o interesse foi investigar a proximidade 
dos organismos obtidos com os dois grupos já mencionados (isolados e 
originários de esponjas), de modo que o método de Neighbor-Joining foi 
escolhido para este fim. O Neighbor-Joining é um dos métodos que se baseia no 
princípio de evolução mínima, onde o percentual de diferenças entre sequências 
(a distância genética) é o critério utilizado para inferir as distâncias entre os 
organismos, representadas pelo comprimento dos ramos em um filograma. É, 
portanto, um método não-paramétrico, ou seja, assume que todas as substituições 
de nucleotídeos observadas entre uma sequência e outra possuem um mesmo 
significado, sem levar em conta um modelo evolutivo, que assuma diferentes 
pesos para cada uma dessas substituições. Assim sendo, não fornecem 
informações sobre o tempo de separação dos grupos comparados (para análises 
deste tipo, os métodos baseados em máxima verossimilhança e inferência 
bayesiana são utilizados) (TILLIER; COLLINS, 1995). Para ambas as árvores 
demonstadas a seguir, a arquéia Methanocaldococcus jannaschii foi utilizada 
como outgroup.  
 
4.3.1 A problemática da seleção de sequências 
 
 A seleção de sequências para análise das relações entre os organismos 
obtidos e grupos conhecidos demonstrou-se uma tarefa bastante difícil, devido a 
dois fatores principais: 1) a limitação dos campos de busca disponíveis nos 
bancos de dados públicos; 2) a falta de critério no ato da deposição de sequências. 
 As plataformas de busca por sequências similares do Silva (SINA) e do 
RDP (SeqMatch) são as mais adequadas para seleção de sequências de rRNA 
16S, uma vez que trabalham com bases de dados exclusivas de RNA ribossômico, 
que passam por uma curadoria mais criteriosa, além de levarem em consideração 
parâmetros referentes à estrutura molecular do gene, além da simples ordenação 
dos nucleotídeos, para retornar os resultados. Porém, nenhum dos portais dispõe 
de um mecanismo de busca que limite os resultados de acordo com a origem da 
sequência (por exemplo, apenas sequências provenientes de esponjas). O 
GenBank, por sua vez, trabalha com excelentes algoritmos de busca, mas que 
apresentam dificuldades relacionadas à base de dados sobre a qual operam. Existe 
uma biblioteca específica de rRNA 16S integrada à base de dados do GenBank, 
porém, uma parcela gigantesca de entradas para este gene encontram-se 
depositadas na biblioteca geral de nucleotídeos, de modo que limitações de busca 
aplicadas à biblioteca de rRNA 16S produzem resultados muito desfalcados. 
 Tendo em vista essas problemáticas, as três bases de dados foram 
utilizadas para selecionar diferentes conjuntos de sequências para análise, de 
45 
 
acordo com a melhor aplicabilidade de cada uma. Devido a confiabilidade dos 
parâmetros de alinhamento e a qualidade das sequências depositadas no banco de 
dados, o SINA online foi empregado na inferência taxonômica relatada na seção 
anterior, já que, para tal, não se faz necessário o conhecimento da origem das 
sequências utilizadas para comparação. Essas informações, no entanto, são 
necessárias para os casos em que se deseja comparar os resultados obtidos com, 
por exemplo, indivíduos isolados, como é o caso deste trabalho. Quando grande 
parte das sequências semelhantes provém de amostras ambientais e não há dados 
sobre a morfologia e a fisiologia do microrganismo, necessárias para o processo 
de validação de um táxon, é importante verificar que espécies já isoladas e 
descritas demonstram relação com as sequências-alvo, de modo a investigar a 
possibilidade de ocorrência de uma nova espécie. Como não é possível limitar a 
busca desta maneira no SINA, o SeqMatch do RDP foi utilizado para este fim. 
Também houve o interesse de comparar as sequências-alvo apenas com 
organismos provenientes de esponjas, sondando a existência de linhagens 
esponja-específcas, espécie-específicas, ou ainda algum padrão biogeográfico. A 
única plataforma que permite uma filtragem nesse sentido é o GenBank, de modo 
que, mesmo com a limitação da biblioteca de rRNA 16S, ele foi aplicado para a 
seleção destas ocorrências. 
 
4.3.2 Relações com outros organismos isolados 
 
 Os resultados da análise filogenética (Figura 4) em comparação com 
outros organismos cultivados (Tabela 2) apresentaram diversas inconsistências 
no posicionamento esperado de seus integrantes. No entanto, vários desses 
posicionamentos, mesmo que inconsistentes, são amparados por um explicação 
bastante lógica. 
 A busca por sequências similares provenientes de isolados, realizada 
contra a base de dados do RDP, retornou resultados com baixa porcentagem de 
similaridade para muitos organismos. Isso deve-se ao fato de que várias das 
amostras analisadas pertencem a táxons que não possuem representantes 
cultivados. Deste modo, muitos grupos que se sabe estarem presentes compondo 
a diversidade obtida estiveram mal representados no conjunto de sequências 
utilizado para a elaboração da árvore. Essa falta de integrantes mais 
representativos para comparação fez com que algumas amostras se reunissem em 
ramos que posicionam-se em desacordo com a filogenia conhecida. Observou-se 
que os os ramos referentes às categorias hierárquicas mais específicas (ordens e 
famílias) apresentaram valores mais altos de bootstrap5, enquanto as ramificações  
mais abrangentes (filos, classes) não estão tão bem sustentadas, dando origem a 
agrupamentos menos consistentes – uma tendência geral na construção de árvores 
                                                             
5 O bootstrap é um dos métodos utilizados para estimar a confiabilidade dos ramos formados 
(FALSENSTEIN, 1985). Baseia-se na reamostragem de dados e seu valor, para este trabalho, 
representa o número de vezes em que um determinado ramo se formou para cada 100 árvores 
construídas. 
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Figura 4. Filograma (Neighbor-Joining) de microrganismos cultiváveis associados a esponja 
Hymeniacidon perleve (*), com resultados de maior similaridade encontrados entre sequências 
de isolados depositadas na base de dados do RDP. O código representado antes do nome da 
espécie refere-se ao número de acesso da sequência no GenBank. Em destaque encontram-se os 
filos de maior representatividade entre as amostras analisadas, com a coloração dos ramos 
indicando as classes. Os ramos não destacados representam os demais filos e/ou os agrupamentos 
que não apresentaram posicionamentos claros, condizentes com a literatura. A numeração na 
base de cada nó é referente aos valores de bootstrap, e a barra de escala representa um valor de 
referência para a distância genética entre os organismos (comprimento dos ramos), de acordo 
com o número de substituições de nucleotídeos homólogos na sequência analisada. 
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filogenéticas, uma vez que as mudanças nos ramos externos tendem a se acumular 
nos ramos anteriores.  
 Os organismos PD2, PD5, PD6, ASW2, SSW6 e MA4, por exemplo, 
foram agrupados com seus vizinhos mais próximos com bootstraps elevados, mas 
estes ramos ficaram dispostos dentro de um único grande conjunto que inclui todo 
o ramo referente ao filo Proteobacteria. O organismo PD5, identificado como 
integrante de Gemmatimonadetes pelo SINA, foi posicionado distante de outro 
representante do filo (G. aurantiaca). O que pode explicar esta incongruência é 
que a sequência referente à amostra PD5 era ligeiramente menor que as demais 
(provavelmente devido a problemas durante a amplificação), de modo que uma 
região considerável foi perdida e interpretada como deleção durante o 
alinhamento. O organismo SSW6 foi agrupado com outros integrantes da ordem 
Brocadiales, formando um ramo que reúne gêneros de bactérias anammox ainda 
não descritas, mas este posicionamento também não pode ser considerado com 
muito peso uma vez que a sequência relacionada ao SSW6 também apresentou o 
problema de tamanho reduzido. 
 Outro resultado interessante foi o posicionamento das sequências PD2 
e PD6 frente aos resultados disponíveis na base de dados. O organismo PD2, 
atribuído à Deltaproteobacteria pelo SINA, ficou posicionado distante do ramo 
que agrupou as demais sequências referentes ao filo. Já o organismo PD6, que foi 
identificado como pertencente ao filo Deferribacteres, posicionou-se ao lado de 
Nitrospina gracilis, que na base de dados Silva encontra-se classificado em 
Deltaproteobacteria. A única sequência pertencente a esta classe presente no 
conjunto de dados analisado (Hippea maritima) não foi agrupada juntamente a 
estes organismos, mas posicionou-se num ramo próximo. Através de uma 
consulta bibliográfica foi possível constatar que, recentemente, a ordem 
Desulfobacterales de Deltaproteobacteria, à qual pertenciam os organismos 
Candidatus Entotheonella (PD2) e Nitrospina gracilis, passou por uma revisão 
taxonômica e dois novos filos foram propostos: Nitrospinae (na qual está contido 
o gênero Nitrospina) e Tectomicrobia (à qual pertenceria o gênero Entotheonella) 
(WILSON et al., 2014). Esses novos filos, assim como toda a classe 
Deltaproteobacteria, apresentam-se próximos a Deferribacteres de acordo com 
filogenias recentes (LÜCKER et al., 2013), de modo que é justificável que 
tenham sido agrupados conjuntamente com um organismo atribuído a este táxon 
(PD6), tendo em vista as poucas sequências que foram utilizadas nesta 
reconstrução. Mesmo apresentando inconsistências internas, o ramo foi 
notavelmente disposto separado de Proteobacteria, o que sustenta a proposição 
de que, de fato, teriam origens distintas. É importante ressaltar que a sequência 
referente à C. E. palauensis (AF130847) apresentada na árvore, apesar constar 
entre os organismos isolados na base de dados do RDP, diz respeito à uma cultura 
mista desta bactéria (WILSON et al., 2014).  
 As ramificações referentes aos filos Chloroflexi, Actinobacteria e 
Proteobacteria, embora tenham apresentado algumas inconsistências internas, de 
forma geral dispuseram satisfatoriamente os organismos entre as categorias 
(sobretudo as classes de Proteobacteria, que podem ser claramente discernidas na 
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árvores, ainda que a hierarquia esteja em desacordo com a literatura). É provável 
que este melhor posicionamento, em maior sintonia com o que se conhece até 
então, tenha se dado porque mais sequências destes dois filos estiveram 
disponíveis para comparação, fornecendo mais informações para sustentar as 
ramificações propostas. 
 
4.3.3 Relações com outros organismos provenientes de esponjas 
 
 Basicamente as mesmas problemáticas de hierarquia observadas para a 
classificação discutida acima estiveram presentes na árvore (Figura 5) construída 
a partir das sequências similares derivadas de esponjas (Tabela 3): os organismos 
que apresentaram poucos (ou nenhum) integrantes do seu táxon para comparação 
foram agrupados com menos critérios, dando origem a ramos que não 
necessariamente refletem a filogenia proposta na literatura. Assim como nem 
todos os táxons presentes possuem  membros cultivados, também alguns dos 
organismos analisados não possuem associação com esponjas, de modo que o 
conjunto selecionado não reuniu resultados semelhantes. A problemática da 
pouca representatividade foi ainda mais acentuada nesta abordagem, pois como 
mencionado anteriormente, muitas espécies que notadamente demonstram 
associação com esponjas tiveram suas sequências depositadas na biblioteca geral 
de nucleotídeos do GenBank, em vez de na biblioteca consultada para elaboração 
do conjundo aplicado nesta análise. Alguns ramos se posicionaram com base 
apenas nas sequências originadas a partir deste estudo (por exemplo, os 
organismos MA4, SSW5 e PD7, agrupados unindo os filos Cyanobacteria e 
Chloroflexi em um único ramo, e os organismos PD5, PD6 e SSW6, agrupados 
apesar de pertencerem a diferentes filos segundo a taxonomia utilizada como 
referência – Silva). O isolado PD2 (C. E. palauensis) foi agrupado com uma 
Deltaproteobacteria (Desulfoluna spongiiphila) da família Desulfobacteraceae, à 
qual a Entotheonella pertencia antes da revisão taxonômica, mas o ramo foi 
posicionado distante das demais proteobactérias assim como na análise anterior. 
Os isolados PD3 e PD4, pertencentes ao gênero Pseudovibrio, demonstraram-se 
relacionados ao organismo Pseudovibrio axinellae, isolado a partir da esponja 
Axinella dissimilis, pertencente à mesma ordem da H. perleve (Halichondrida) e 
proveniente de uma localidade próxima da área de coleta deste estudo (a costa de 
Cork, na Irlanda). Quanto a taxonomia das esponjas de onde foram isolados os 
organismos utilizados para construção da árvore, seis deles vieram de esponjas 
da ordem Halichondrida, quatro da ordem Haposclerida, dois da ordem 
Astrophorida e os demais, de ordens isoladas. Quanto à localização geográfica, 
cinco deles foram isolados em esponjas do Japão, e outros cinco de localidades 
próximas (Filipinas, China e Coréia do Sul), três do Mediterrâneo e duas do Mar 
do Caribe. No entanto, não foi possível observar uma correlação clara entre a 
taxonomia dos microrganismos, as espécies de esponja de onde foram isolados e 
os locais de coleta. A maneira mais adequada de investigar estes padrões requer 
uma análise direcionada para cada táxon em questão, envolvendo uma seleção 
mais criteriosa do maior número possível de sequências similares, incluindo 
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também sequências de outros táxons próximos. Infelizmente, o tempo e a 
abordagem propostos para o presente trabalho não condizem com a profundidade 
necessária para resolver estas questões, requerendo um tempo adicional que 
poderia vir na forma de uma especialização ou um curso de Mestrado. 
 
Figura 5. Filograma (Neighbor-Joining) de microrganismos cultiváveis associados à esponja 
Hymeniacidon perleve (*), com resultados de maior similaridade encontrados entre sequências 
provenientes de esponjas, depositadas no GenBank. O código representado antes do nome da 
espécie refere-se ao número de acesso da sequência. A numeração na base de cada nó é referente 
aos valores de bootstrap, e a barra de escala representa um valor de referência para a distância 
genética entre os organismos (comprimento dos ramos), de acordo com o número de 
substituições de nucleotídeos homólogos na sequência analisada. 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
51 
 
 
 
Filo
Classe
O
rdem
Fam
ília
O
rganism
o
N
úm
ero de A
cesso
Esponja
Localidade
Bacteroidetes
Flavobacteriia
Flavobacteriales
Flavobacteriaceae
A
ureivirga m
arina
N
R_109513
A
xinella verrucosa
M
editerrâneo (Israel)
Bacteroidetes
Flavobacteriia
Flavobacteriales
Flavobacteriaceae
Spongiibacterium
 flavum
N
R_116614 
H
alichondria oshoro
Coréia do Sul
Bacteroidetes
Flavobacteriia
Flavobacteriales
Flavobacteriaceae
Spongiim
onas flava
N
R_114346
N
ão-Identificada
Japão
A
ctinobacteria
A
ctinobacteria
Streptom
ycetales
Streptom
ycetaceae
Streptom
yces haliclonae
N
R_112843
H
aliclona sp
Japão
A
ctinobacteria
A
ctinobacteria
Streptom
ycetales
Streptom
ycetaceae
Streptom
yces axinellae
N
R_044553
A
xinella polypoides
M
editerrâneo (França)
A
ctinobacteria
A
ctinobacteria
Corynebacteriales
Tsukam
urellaceae
Tsukam
urella spongiae
N
R_043137
N
ão-Identificada
M
ar do N
orte
A
ctinobacteria
A
ctinobacteria
Pseudonocardiales
Pseudonocardiaceae
Saccharopolyspora cebuensis
N
R_044047
H
aliclona sp
Philipinas
A
ctinobacteria
A
ctinobacteria
Pseudonocardiales
Pseudonocardiaceae
A
ctinoalloteichus hym
eniacidonis
N
R_043574
H
ym
eniacidon perleve
M
ar A
m
arelo (China)
Proteobacteria
D
eltaproteobacteria
D
esulfobacterales
D
esulfobacteraceae
D
esulfoluna spongiiphila
N
R_115979
A
plysina aerophoba
M
editerrâneo 
Firm
icutes
Bacilli
Bacillales
Planococcaceae
Planococcus plakortidis
N
R_109414
Plakortis sim
plex
Baía de Bengala (Índia)
Firm
icutes
Bacilli
Lactobacillales
Carnobacteriaceae
M
arinilactibacillus psychrotolerans
N
R_024794
N
ão-Identificada
Japão
Proteobacteria
A
lphaproteobacteria
Rhodobacterales
Rhodobacteraceae
Pseudovibrio axinellae
N
R_118255
A
xinella dissim
ilis
Cork (Irlanda)
Proteobacteria
A
lphaproteobacteria
Rhodobacterales
Rhodobacteraceae
Thalassococcus halodurans
N
R_043782
H
alichondria panicea
W
ashington (EU
A
)
Proteobacteria
A
lphaproteobacteria
Sphingom
onadales
Sphingom
onadaceae
Sphingom
onas phyllosphaerae
N
R_116837
Sphingom
onas phyllosphaerae
G
olfo da Tailândia
Proteobacteria
G
am
m
aproteobacteria
Xanthom
onadales
Xanthom
onadaceae
Lysobacter spongiicola
N
R_041587
Pachastrella sp
Japão
Proteobacteria
G
am
m
aproteobacteria
Vibrionales
Vibrionaceae
Vibrio caribbeanicus
N
R_108732 
Scleritoderm
a cyanea
M
ar do Caribe
Proteobacteria
G
am
m
aproteobacteria
A
lterom
onadales
Pseudoalterom
onadaceae
Pseudoalterom
onas spongiae
N
R_043172
M
ycale adhaerens
H
ong Kong
Proteobacteria
G
am
m
aproteobacteria
Pseudom
onadales
Pseudom
onadaceae
Pseudom
onas pachastrellae
N
R_040991
Pachastrella sp
Philipinas
Proteobacteria
G
am
m
aproteobacteria
A
lterom
onadales
A
lterom
onadaceae
M
arinobacter xestospongiae
N
R_109066
Xestospongia testudinaria
M
ar Verm
elho (Egito)
Proteobacteria
G
am
m
aproteobacteria
O
ceanospirillales
H
ahelaceae
Endozoicom
onas num
azuensis
N
R_114318
H
aplosclerida sp
Japão
T
ab
ela 3
 –
 Id
en
tificação
 tax
o
n
ô
m
ica d
o
s o
rg
an
ism
o
s d
eriv
ad
o
s d
e esp
o
n
jas, u
tilizad
o
s p
ara co
n
stru
ç
ão
 d
a árv
o
re filo
g
en
ética d
a F
ig
u
ra 5
. 
.  
52 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
53 
 
5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 O presente trabalho obteve sucesso em isolar microrganismos 
cultiváveis associados à Hymeniacidon perleve. Destes, muitos podem apresentar 
potencial biotecnológico (como já discutido na seção 4.2), entre eles as culturas 
PD3 e PD4 (produção de prodigiosinas anti-Staphylococcus aureus reportada na 
literatura), PD2 (indicação da produção de diversas substâncias antifúngicas, 
anticancerígenas, citotóxicas, entre outras), AIA1 e AIA2 (possível produção de 
antibacterianos), PD1 (relato da existência de vias de degradação para diversos 
poluentes) e SSW6 (presença de metabolismo anammox, utilizado para 
tratamento de águas residuais de processos industriais para remoção de 
contaminantes de amônia). Contudo, mais estudos necessitam ser conduzidos 
para confirmar a presença destas características e descrever estas atividades. 
Além disso, foi possível identificar organismos de grande interesse para outras 
áreas do conhecimento, como por exemplo, as amostras ASW10.1 e MA1, que 
podem ser os primeiros membros cultivados do clado marinho SAR86. A amostra 
PD2, além de possuir vias para a produção de diversos compostos de interesse, 
pertence a um gênero ainda não consolidado na literatura. A caracterização destes 
organismos pode representar a validação dos grupos aos quais pertencem e prover 
informações importantes sobre seu metabolismo e função, tópicos de interesse 
não somente para a taxonomia, mas também para a ecologia, fisiologia e 
biotecnologia. 
 No entanto, não foi possível obter informações conclusivas a respeito 
da especificidade dos microrganismos associados ao filo Porifera. De acordo com 
a literatura consultada, poucos organismos que apareceram entre as amostras 
parecem ser esponja-específicos. A maioria faz parte de grupos marinhos bastante 
generalistas, e apesar de alguns membros terem sido encontrados em associação 
com estes animais, não há informações suficientes para determinar se estes 
representam linhagens separadas daqueles encontrados em outros ambientes. 
Grande parte das dificuldades enfrentadas pelo presente estudo neste tópico estão 
relacionadas à limitação das ferramentas de busca disponíveis nos bancos de 
dados públicos, que falham ao dispor de uma metodologia que permita o 
levantamento direcionado de sequências provenientes de esponjas. Sabe-se que 
muitas destas sequências existem e estão disponíveis para consulta, de modo que 
é possível realizar um estudo muito mais aprofundado de cada um dos 
microrganismos obtidos e determinar aspectos que não foram abordados neste 
trabalho. Entretanto, uma busca muito mais criteriosa, não limitada à metodologia 
aqui adotada, é necessária.  
 A esponja Hymeniacidon perleve demonstrou ser um excelente objeto 
de estudo na caracterização de comunidades bacterianas associadas ao filo 
Porifera, tendo em vista a grande diversidade de grupos que foi possível obter a 
partir da metodologia apresentada neste trabalho. Os isolados obtidos 
apresentaram características que cobrem praticamente todos os aspectos de 
interesse no estudo das relações simbionte-hospedeiro nesses animais. Estudos 
mais aprofundados com cada um destes indivíduos, buscando caracterizar seu 
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metabolismo, suas relações filogenéticas com outros grupos, e as possíveis 
funções que podem exercer para a biologia da esponja, são tópicos que renderiam 
anos de pesquisa e importantes informações para o avanço do entendimento das 
relações entre microrganismos e o filo. 
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APÊNDICE I 
 
Formulação dos meios de cultura utilizados para o Isolamento de organismos 
cultiváveis associados à esponja  Hymeniacidon perleve. 
 
1. Ágar Água do Mar – (ASW) 
  
Consiste em um meio simples contendo triptona como fonte de carbono, 
com sais mineirais e demais nutrientes provenientes apenas nas quantidades 
contidas na água do mar, de modo a simular da maneira mais próxima possível 
as condições em que se encontram no meio natural. Destina-se ao isolamento de 
organismos generalistas.  
 
Triptona .............................................................................................................  5g  
Extrato de levedura ............................................................................................ 3g  
Ágar ................................................................................................................. 15g  
Água do mar esterilizada ............................................................................ 700mL  
Água destilada ............................................................................................  300mL 
  
pH 8.5  
Autoclavado a 121ºC por 15 minutos.  
 
2. Ágar Água do Mar 10% (ASW 10%) 
  
Mesma composição do meio anterior, com concentração de nutrientes 
reduzida a 10% (Triptona – 0,5g e Extrato de levedura – 0,3g). Destina-se ao 
isolamento de organismos generalistas, mas com capacidade de crescimento a 
baixas concentrações de nutrientes.  
 
3. Ágar Marinho (MA)  
 
Meio mais comum utilizado para cultura de microrganismos marinhos, 
fornece os sais mineirais existentes na água do mar de modo artificial, em 
quantidades consideradas ideais, condições que dificilmente são encontradas em 
ambientes naturais, onde é comum que as águas se encontrem esgotadas de certas 
substâncias e/ou contenham outras em excesso. É destinado, também, a 
organismos generalistas, mas que encontrem alguma limitação de crescimento 
relacionada a quantidade de nutrientes, ou que sejam mais sensíveis a competição 
pelos mesmos.  
 
Peptona .............................................................................................................. 5g  
Extrato de levedura ............................................................................................ 1g 
Citrato férrico ................................................................................................. 0,1g  
Cloreto de sódio .......................................................................................... 19,45g  
Cloreto de magnésio ....................................................................................... 8,8g  
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Sulfato de sódio ............................................................................................  3,24g  
Cloreto de cálcio ..............................................................................................1,8g  
Cloreto de potássio ........................................................................................  0,55g  
Bicarbonato de sódio .................................................................................... 0,16g  
Brometo de potássio ......................................................................................  0,08g  
Cloreto de estrôncio .................................................................................... 0,034g  
Ácido bórico ...............................................................................................  0,022g  
Silicato de sódio .......................................................................................... 0,004g  
Fluoreto de sódio ......................................................................................  0,0024g  
Nitrato de ammonia ..................................................................................  0,0016g  
Fosfato de sódio .......................................................................................... 0,008g  
Água destilada .......................................................................................... 1000mL  
Ágar ................................................................................................................. 15g 
  
pH 7,6  
Autoclavado a 121ºC por 15 minutos.  
 
4. Ágar Batata Dextrose (PD)  
 
Trata-se de um meio de uso geral para o isolamento de fungos e 
leveduras, por conter substâncias que estimulam a esporulação e a produção de 
pigmentos. Dadas estas propriedades, também é utilizado como meio seletivo 
para Actinomycetes, que possuem essas características em comum com o reino 
Fungi. Este meio pode ser manufaturado a partir da infusão de batatas frescas, 
mas para este trabalho utilizer-se-á o meio disponível comercialmente, da marca 
Merck Millipore (preparado na concentração de 39g/L de água destilada, 
autoclavado a 121ºC por 15 minutos).  
 
5. Ágar Extrado de Levedura e Amido (Modificado) (SSW)  
 
Meio amplamente utilizado para o isolamento de Actinomycetes que 
tenham preferência pela utilização do amido como fonte de carbono. Este meio 
será modificado para levar como metade de seu excipiente água do mar destilada, 
de modo a fornecer sais e demais nutrientes na concentração próxima à do 
ambiente natural.  
 
Extrato de levedura ............................................................................................ 2g  
Amido solúvel ..................................................................................................  10g  
Agar ................................................................................................................. 15g  
Água destilada ............................................................................................  500mL  
Água do mar destilada ................................................................................ 500mL 
  
pH 7,2  
Autoclavado a 121ºC por 15 minutos.  
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6. Ágar Isolamento de Actinomycetes (AIA)  
 
Meio disponível comercialmente (Himedia Labs) para o isolamento de 
Actinomycetes do solo e da água, preparado na concentração de 21,7g/L de água 
destilada, pH 8.1 e autoclavado a 121ºC por 15 minutos.  
 
7. Extrato de esponja  
 
Meio feito a partir de um mascerado do tecido da esponja, autoclavado 
e adicionado a uma mistura de 500mL de água destilada e 500mL de água do mar, 
sem adição de qualquer fonte de carbono ou demais nutrientes além daqueles 
existentes no próprio tecido da esponja e na água circunjacente. Tem como 
objetivo o isolamento de organismos capazes de crescer apenas a partir dos 
nutrientes disponíveis no hospedeiro, em condições de completa depleção. 
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